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蜜蜂白垩病诊断技术

1 范围

本标准规定了蜜蜂白垩病的诊断技术。
本标准适用于蜜蜂白垩病诊断和病原检测。

2 规范性引用文件

下列文件对于本文件的应用是必不可少的。凡是注日期的引用文件,仅注日期的版本适用于本文

件。凡是不注日期的引用文件,其最新版本(包括所有的修改单)适用于本文件。

GB/T6682 分析实验室用水规格和试验方法

GB19489 实验室 生物安全通用要求

3 缩略语

下列缩略语适用于本文件。

EB:溴化乙锭(Ethidiumbromide)

PCR:聚合酶链式反应(Polymerasechainreaction)

SDS:十二烷基硫酸钠(Sodiumdodecylsulfate)

4 试剂和材料

4.1 水

本标准所用水应符合GB/T6682中一级水的规格要求。

4.2 固定液、染色液和培养基

乳酸苯酚固定液(配方见附录A中的A.1)、乳酸棉蓝染色液(配方见A.2)、病原菌分离培养基(配
方见A.3)。

4.3 PCR检测方法试剂

亚精胺-SDS缓冲液(配方见附录B中的B.1)、饱和酚、氯仿、3mol/L的醋酸钠(pH5.5)(配方见B.2)、

TE缓冲液(配方见B.3)、0.5×TBE缓冲液(配方见B.4)、上样缓冲液(配方见B.5)、1.5%琼脂糖凝胶

(配方见B.6)、TaqDNA聚合酶(5U/μL)、10×PCR缓冲液、dNTPMix(10mmol/L)。

4.4 引物序列及对照样品

上游引物(F):5'-TGTCTGTGCGGCTAGGTG-3';
下游引物(R):5'-GAWCACGACGCCGTCACT-3';扩增产物为442bp。
蜜蜂蜂球囊菌阳性对照,由指定单位提供或合成含有阳性片段的质粒。
蜜蜂蜂球囊菌阴性对照,可以选用健康且无白垩病临床症状的幼虫作为阴性对照。
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